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RESUMEN

Se describen los pasos a seguir en la electroforesis sobre gel de almidón, que incluyen

la manipulación de las muestras, la obtención de los extractos, la elaboración de los

geles, la migración de las proteínas, el corte y la coloración de los geles. Se enumeran
los principales sistemas enzimáticos que se han comprobado efectivos en el revelado y
la coloración de los geles con extractos de proteínas de la vieira del Mediterráneo, Pectén

jacobaeus. Se ha estudiado la variabilidad genética de una población de vieira mediante

seis sistemas enzimáticos que proporcionaron diez loci, dos monomorfos y ocho
polimorfos. En éstos el número medio de alelos fue de 3,3 y el índice de heterozigosidad

de 0,284.

ABSTRACT

The steps to do the electrophoresis on starch geis are described, including samples

manipulation, enzymatic extract obtaining, geIs preparation, proteins migration and geIs

cutting and staining systems. Most important enzymatic systems proved succesfully

with a scallop population from the Mediterranean sea, Pectén jacobaeus, are described.

The genetic variability of a scallop population was studied at six enzymatic systems that

gave ten loci, two of these loci are monomorphic and eight polymorphic. An average of

3.3 alíeles and an average heterozygosity of 0.284 are obtained from polymorphic loci.

INTRODUCCION baeus L. con seis sistemas enzimáticos. La técnica

de la electroforesis de las proteínas se ha utilizado

En este trabajo describimos la técnica de la para conocer el polimorfismo bioquímico y la

electroforesis sobre gel de almidón aplicada al variabilidad genética de diversas especies de plan-

estudio de la genética de poblaciones de moluscos, tas y animales, sin embargo, de la descripción

basándonos en los primeros resultados sobre la detallada de la metodología sólo se conocen los

variabilidad genética observada en Pectén jaco- trabajosdeBECKMANyJonNSON(1964),SAAVEDRA,
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Malvido, Santos, Zapata, Guerra y Álvarez

(1987) y Pasteur, Pasteur, Boniíomme, Catalán

y Britton-Davidian (1987). Por otro lado, Siiaw y

Prasad (1970) exponen una recopilación de rece-

tas para la coloración de los geles, así como los

tampones para los electrodos y los geles de cada

enzima.

Técnica de la electroforesis

La electroforesis sobre gel consiste en situar

extractos de tejido (músculo aductor y glándula

digestiva) en un soporte de almidón o de poliacri-

lamida, y someter este gel a un campo eléctrico

durante varias horas. Las proteínas del tejido migran

en el gel hacia el ánodo a una velocidad que

depende del peso molecular de la proteína.

El gel se prepara disolviendo 44 g de almidón de

patata en 400 mi de lampón, se calienta a la llama

hasta su ebullición, se desgasifica y se vierte sobre

un molde. Se deja enfriar hasta el día siguiente.

Pequeños rectángulos de papel de filtro What-

man n° 3 de 0,3 x 1 cm se mojan en el extracto de

tejido y se introducen en una ranura practicada en

el gel, donde también se han depositado unas gotas

de azul de bromofenol que migra más rápido que

el resto de las proteínas.

Después de una preelectroforesis de 15 minutos

a 100 voltios y unos 30 mA, el gel se somete a un

campo eléctrico de 90 mAy unos 240 voltios,

durante unas 3 a 6 horas, dependiendo del pH del

tampón utilizado.

El aparato de electroforesis consta de dos cube-

tas que contienen una solución tamponada; los

electrodos, de hilo de platino soldado a un tubo de

metacrilato, que quedan sumergidos en las cube-

tas; el gel de almidón que permanece en contacto

con las soluciones tamponadas mediante dos es-

ponjas embebidas en el tampón; papel de celofán

transparente que cubre el gel y las esponjas y aisla

eléctricamente el montaje.

La pieza de gel de 1 mmde grosor se sitúa sobre

una plancha de metacrilato transparente con bor-

des de 2 mm, se cubre con un cristal y se pasa

rápidamente un arco de metacrilato con una cuerda

de guitarra "mi" bien tensa, que sirve de cuchilla.

La parte superior del gel, de un grosor de 8 mm,
se separa y la loncha inferior de 2 mmse lleva a una

cubeta de vidrio para su coloración. La operación

se repite varias veces obteniendo 4 ó 5 lonchas de

2 mmdel mismo gel, que podrán colorearse con 4

ó 5 sistemas enzimáticos. Generalmente la loncha

superior se desecha.

En la coloración de los geles se utilizan dos tipos

de colorantes: las sales de diazonio, como el Fast

Gamct GBCy el Fast Blue BB y las sales de

tctrazolio, como el metil tiazolil tetrazolio (MTT)

y el nitroblue tetrazolio (NBT).

La interpretación genética de los zimogramas se

basa en varios factores: el número de locus, el

número de alelos, la separación de los alelos y la

estructura cuaternaria del enzima (monómero,

dímero o tetrámero).

MATERIALY MÉTODOS

La vieira del Mediterráneo, P. jacobaeus, se

distribuye por todas las costas mediterráneas en

fondos de arena y fango entre 40 y 80 m de

profundidad. Los individuos para este estudio se

obtuvieron mediante pescas al arrastre en una zona

Fig.l. Mapa mostrando en sombreado la zona de mueslreo. CS, Castellón; O, Oropesa del Mar; P, Peñiscola. La

barra horizontal representa dos millas marinas.
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delimitada frente a la costa de Oropesa (Caste-

llón), en fondos de fango y cascajo entre 65 y 75 m
de profundidad (Fig. 1).

Los animales se trasladaron al lATS donde se

dejaron en agua de mar durante unas 14 horas,

antes de ser sacrificados, se limpiaron, midieron y

pesaron. Los extractos del músculo aductor y de la

glándula digestiva se homogeneizaron y centrifu-

garon a 14.000 rpm, en la solución lampón descrita

por DwioNO, Moraga, Le Pennec y Monnat (1989)

(Tris 0,01 M, EDTA1,27 mM,NADP0,03 mM;
pH 6,8). El sobrenadante se conservó a -70° C,

para luego someterlo a la electroforesis en geles de

almidón de patata Sigma al 1 1 % .

Se han ensayado 6 enzimas que vienen codifica-

dos por la abreviatura y el número de la Enzyme

Commission, a saber: aspartato aminoü-ansfcrasa

(Aat, E.C. 2.6.1.1.), leucín aminopeptidasa (Lap,

E.C. 3.4.1 . 1 .), malato deshidrogenasa (Mdh, E.C.

1.1.1.37), enzima málico (Me, E.C. 1.1.1.40),

mañosa fosfato isomerasa (Mpi, E.C. 5.3.1.8.) y

sorbitol deshidrogenasa (Sdh, E.C. 1.1. 1.14), cuyas

fórmulas se describen a continuación:

Aat: Tris-A, 80 mi; ácido L-aspártico, 200 mg;

ácido a-cetoglutárico, 100 mg; piridoxal-5-fosfa-

to, 10 mg. Incubar el gel a temperatura ambiente

durante 30 minutos, luego añadir 100 mgde Fast

Blue BB. El Tris-A se compone de 24,2 g de Tris,

0,4 g de EDTAy se completa hasta el 1 itro con agua

destilada. Se ajusta a pH 8.

Lap: Tñs-Maleato-NaOH, 90 mi; L-leucil-6-

nafülamida,20mg;MgC1^0,5M, 1 ml;MnCl2 0,l

M, 1 mi. Incubar a 37° Cdurante 30 minutos, luego

añadir 60 mg de Fast Gamet GBCsalt. El Tris-

Maleato se prepara disolviendo 24,2 g de Tris y

23.2 g de Maleato en un litro de agua. Se toman 250

mi y se mezclan con 26 mi de Na OH IM y se

completa hasta el litro con agua destilada. Se

ajusta a pH 6.

Mdh: Tris-A, 10 mi; ácido málico 2 M, 3 mi;

MgCl2 0,5 M, 0,2 mi; NAD1%, 1,5 mi; NBT1%,

0,7 mi; MTT1 %, 0,7 mi; PMS1 %, 0,3 mi; agarosa

1,5%, 10 mi. Dejar incubar a 37° C.

Me: Tris-A, 10 mi; ácido málico 2 M, 1 mi;

MgCl2 0,5M,l,5ml;NADPI%,0,Iml;NBTl%,

0,2 mi; MTT1%, 0,2 mi; PMSI %, 0,1 mi; agarosa

1,5%, 10 mi. Dejar incubar a 37° C.

Mpi: Tris- A, 10 mi; D-manosa-6- fosfato, 20

mg; piruvato monosódico, 20 mg; NAD1%, I mi;

NADP1%, 0,5 mi; MgCl2 0,5 M, 1 mi; MTT1%,

I mi; PMS1%, 0,25 mi; glucosa- fosfato isomera-

sa, 15 10.1; glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 6 iil;

agarosa 1,5%, 10 mi. Incubar a 37° C.

Sdh: Tris- A, 70 mi; sorbitol, 500 mg; MgCl^ 0,5

M, 0,5 mi; NAD1%, 4 mi; NBT 1%, 2 mi; MTT
1%, 0,6 mi; PMS1%, I mi. Incubar a 37° C en la

oscuridad.

Cada locus está simbolizado por una abrevia-

ción codificada del sistema enzimático. Si éste

tiene varios loci, estos se numeran según la velo-

cidad de migración de sus alelos, siendo el locus I

el que ha migrado más lejos. Dentro de cada locus

el alelo más común se denomina "100", los demás

alelos se clasifican según su movilidad electrofo-

rética relativa (MER) con respecto al alelo 100.

En Aat se utilizaron los tampones TC 8, TC 6,7

y Poulik, descritos por Pasteur et al. (1987),

mientras que en el resto de enzimas se usaron los

tampones TC 6,7 y TC 8, excepto en Sdh en que

sólo se ensayó el TC 6,7 (Tabla I). Los geles se

cortaron y se tiñeron según las fórmulas descritas

por Huelvan (1985) y Pasteur et al. (1987).

Se ha utilizado el test de chi cuadrado para

estimar si las frecuencias genotípicas observadas

siguen el equilibrio de Hardy-Weinberg en los

diez loci estudiados.

RESULTADOS

En los 6 sistemas enzimáticos ensayados con el

músculo aductor y la glándula digestiva de las

vieiras, se detectaron un total de 10 loci (Tabla II),

de los cuales 8 eran polimorfos (Aat-1, Lap-1,

Lap-2, Mdh-2, Me- 1, Mc-2, Mpi y Sdh) y dos

monomorfos (Aat-2 y Mdh-1).

En la Tabla III se exponen las frecuencias aléli-

cas de los 10 loci estudiados según la movilidad

electroforctica relativa (MER). La relación entre

el grado de heterozigosidad observada (Ho) y la

calculada (He) nos proporciona el grado de desvia-

ción (D) que indica el exceso o déficit en heteroci-

gotos, según si el signo es positivo o negativo. Así,

sólo en el locus Mdh-2 se ha encontrado un exceso

de heterocigotos, en el resto de loci hay un marca-

do déficit en heterocigotos, especialmente en Lap-

2, Me-2 y Lap- 1 . NEAes el número efectivo de

alelos para cada locus.

La tasa de polimorfismo de la población de P.

jacobaeus fue del 80% y el número medio de

alelos de 3,3. El índice de heterozigosidad o de
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TABLA I. Fórmulas de los tres lampones utilizados.

Tampón pH Reactivos

TC-8

TC-8

TC-6,3

TC-6,7

Poulik

Poulik

Electrodo 8,0

Gel 8,0

Electrodo 6,3

Gel 6,7

Electrodo 8,2

Gel 8,7

0,62 MTris + 0,14 MAc. cítrico

30 mi tampón elect. + 900 mi agua

0,22 MTris + 0,08 MAc. cítrico

0,008 MTris + 0,003 MAc. cítrico

0,3 MH3 BO3+ 0,06 MNaOH

0,07 MTris + 0,005 MAc. cítrico

TABLA II. Lista de los sistemas enzimáticos estudiados. MA: músculo aductor, GD: glándula

digestiva.

Enzima

Extracto

tejido

Tampón de

migración

Locus

enzimáticos Polimorfismo

MA,GD TC 8, TC 6,7

Poulik

Aat-1

Aat-2

monomorfo

polimorfo

MA,GD TC 8, TC 6,7 Lap-1

Lap-2

polimorfo

polimorfo

MA,GD TC 8, TC 6,7 Mdh-1

Mdh-2

monomorfo

polimorfo

MA TC 8, TC 6,7 Me-1

Me-2

polimorfo

polimorfo

MA TC 8, TC 6,7 Mpi polimorfo

MA,GD TC 6,7/6,3 Sdh polimorfo

Aat

Lap

Mdh

Me

Mpi

Sdh
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TABLA III. Frecuencias alclicas de los 10 loci estudiados en P.jacobaeus.

LOCUS N MER FRECU.
ALELICA

Ho He X2 NEA D

105 ,067

Aat-1 30 100

90

,833

,100

,267 ,291 1,15 1,4 -0,082

Aat-2 37 100 1

106 ,057

103 ,014

Lap-1 35 100

97

94

90

,743

,057

,100

,029

,286 ,430 23,49 1,8 -0,335

105 ,444

Lap-2 27 100

95

90

,481

,019

,056

,222 ,572 17,20 2,3 -0,612

Mdh-1 37 100 1

110 ,027

Mdh-2 37 100 ,973 ,054 ,052 0,03 1,1 0,029

105 ,054

Me-1 37 100

95

90

,851

,081

,014

,243 ,266 8,83 1,4 -0,086

110 ,014

105 ,189

Me-2 37 100

95

90

96

,703

,054

,040

,007

,243 ,465 32,57 1,9 -0,477

105 ,014

104 ,257

Mpi 35 100

96

,715

,014

,400 ,424 1,05 1,7 -0,057

120 ,155

Sdli 29 100 ,793

,052

,276 ,344 3,22 1,5 -0,199
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diversidad genética media fue de 0,284 y la tasa de

heterozigosidad observada de 0,199.

La ley de equilibrio de Hardy-Weinbcrg se

cumple para los loci Aat- 1 , Mdh-2, Me- 1 , Mpi y

Sdh.

can que este bivalvo es una especie con una gran

variabilidad genética y puede colonizar diversos

medios.
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